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Sequence ADN d'un gene de ITiydroxy-phdnyl pyruvate dioxygenase et obtenlion de 
plantes contenant un gene de 1'hydroxy-phenyl pyruvate dioxyg&iase, toterantes a certains 
herbicides. 



La pr&ente invention concerne un gfene de rhydroxy-ph&iyl pyruvate dioxygenase 
(HPPD), un gfcne chimere contenant ce gene comme sequence codante et son utilisation 
pour r obtention de plantes rdsistantes a certains herbicides. 

On connait certains herbicides tels que les isoxazoles dgcrites notamraent dans les 
demandes de brevets fran?ais 95 06800 and 95 13570 et notamment l'isoxaflutole 
herbicide selectif du rnais, les dic&onitriles tels que ceux d&rits dans les demandes 
europ&nnes 0 496 630, 0 496 63 1 , en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl- 1 -(2-S02 CH3- 
4-CF3 phenyl) propane- 1,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-SO CH3-23 CI2 
phenyl) propane- 1, 3-dione, les tric&ones decrites dans les demandes europeennes 0 625 
505 et 0 625 508, en particulier la sulcotrione. Cependant aucun gene de tolerance a de 
tels herbicides n" a 6t6 d£crit. 

L'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase est une enzyme qui catalyse la reaction de 
transformation du para-hydroxy-phenyl-pynivate en homogentisate. 

Par ailleurs, la sequence en acides amin6s de rhydroxy-ph6nyl pyruvate 
dioxygenase issue de Pseudomonas sp. P J. 874 a 6t6 d&rite, sans qu'il y ait une 
description de son role dans la toldrance des plantes aux herbicides (Ruetschi et col: Eur. J. 
Biochem. 205, 459-466, 1992). Ce document ne donne pas de description du gene codant 
pour cette proline. 

II a maintenant 6t6 d£couvert la sequence d'un gene de ce type et qu'une telle 
sequence pouvait, une fois incorporee dans des cellules v£g£tales, fournir une 
surexpression ou une activation de THPPD dans les plantes conterant h ces dernieres une 
tolerance interessante h certains herbicides rficents, tels que ceux de la famille des 
isoxazoles ou de celle des tric&ones. 

La pr&ente invention a pour objet une sequence d'ADN d f un gene d'origine non 
humaine et d'une origine bact^rienne non marine, ou encore d'un gene de plante, 
isotee ou une sequence pouvant s'hybrider avec cette sequence isotee, caract6ris6 en ce 
qu'elle exprime une hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD). 

Plus particulierement cette sequence peut etre d'origine bact&ienne, telle que 
notamment le genre Pseudomonas ou encore d'origine v^getale, telle que notamment de 
plante monocotylddone ou dicotytedone, notamment tiArabidopsis ou d'ombelliferes 
comme par exemple la carotte (Daucus carotta). Elle peut etre native ou sauvage ou 
6ventuellement mut£e tout en gardant fondamentalement une propri^t^ de tolerance 
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herbicide contre les inhibiteurs de 1'HPPD, tels que les herbicides de la famille des 
isoxazoles ou de celle des tricdtones. 

L'invention comprend figalement un proc£d£ d'isolement du gene ci-dessus, caract6ris£ 
5 en ce que: 

- on choisit, comme amorces, quelques oligonucleotides issus de la sequence en 
acides amines d'une HPPD, 

- a partir de ces amorces, on synthetise des fragments d'amplification par PGR 

- on isole le gene par creation et criblage d'une banque gfinomique et 
10 -on clone le gene. 

* 

De preference on utilise des amorces issues de la sequence de l'HPPD d'une bact&ie 
du genre Pseudomonas . De manifere particulierement pr£f&£e, elles sont issues de 
Pseudomonas fluorescens. 

L'invention a encore pour objet 1'utilisation d'un gene codant pour l'HPPD dans un 

15 procede pour la transformation des plantes, comme gfene marqueur ou comme sequence 
codante permettant de conferer a la plante une tolerancea certains herbicides. B peut 
6galement etre utilise en association avec d'autres genes marqueurs et/ou sequence codante 
pour une propria agronomique. 

Le gfene codant peut etre de toute origine, natif ou sauvage ou 6ventuellement mut£ 

20 tout en gardant fondamentalement une propriete de tolerance herbicide contre les 

inhibiteurs de l'HPPD, tels que les herbicides de la famille des isoxazoles ou de celle des 
tric^tones. Comme sequence codante on peut notamment utiliser celle selon l'invention 
telle que decrite ci-dessus. v 
La transformation des cellules vegetales peut etre obtenue par tout moyen connu 

25 appropri£. Une serie de methodes consiste k bombarder des cellules ou des protoplates avec 
des particules auxquelles sont accroch£es les sequences d'ADN. 

Une autre sdrie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la 
plante d'un gene chimfcre ins6r£ dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri 
d'Agrobacterium rhizogenes. 

30 La presente invention a encore pour objet un gfcne chimere comprenant, dans le sens 

de la transcription, au moins une sequence de regulation promotrice, une sequence codante 
hit£rologue qui exprime 1'hydroxy-phenyl pyruvate dioxyggnase et au moins une sequence 
de regulation terminatrice ou de polyadenylation. 

Comme sequence de regulation promotrice on peut utiliser toute sequence promotrice 

35 d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un promoteur d'origine 
bactfirienne, virale ou v6g£tale tel que, par exemple, celui d'un gfcne de la petite sous-unit^ 
de ribulose-biscarboxylase (RuBisCO) ou de celui d'un gfcne de Tot tubuline ( Demande 
europ&nnne EP n° 0 652 286), ou encore d'un gfcne de virus de plante tel que, par 

2 
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exemple, celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), mais tout promoteur 
convenable connu peut etre utilise. De preference on a recours & une sequence de 
regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence codante, tel que par 
exemple, celle comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la 
5 demande europeenne EP 0507698. 

Selon l'invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 

* regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situ£es entre le promoteur 
et la sequence codante, telles que des activateurs de trancription "enhancer", comme par 
exemple 1'activateur de translation du virus etch du tabac (TEV) decrit dans la demande 

10 WO87/07644, ou des peptides de transit, soit simples, soit doubles, et dans ce cas 

eventuellement separes par une sequence intermediaire, c'est a dire comprenant, dans le 
sens de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gfcne vegetal 
codant pour une enzyme k localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme & localisation plastidiale, 

15 puis une sequence codant pour un second peptide de transit d'un gfene vegetal codant pour 
une enzyme h localisation plastidiale.constituee d'une partie de sequence de la partie 
mature N terminale d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
tels que decrit dans la demande europeenne n° 0 508 909. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 

20 toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande europeenne EP n° 0 633 317. 

La presente invention a encore pour objet les cellules vegetales, de plantes 
monocotyiedones ou dicotyiedones, notamment des cultures, transformees selon l'un des 

25 procedes decrits ci-dessus et contenant dans leur genome une quantite efficace d'un gene 
exprimant 1'hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD). On a observe que des plantes 
transformees de cette fagon presentent une toieranceimportante a certains herbicides 
recents tels que lese isoxazoles decrites notamment dans les demandes de brevets fran?ais 
9506800 and 95 13570 et notamment du 4-[4-CF3-2-(methylsulfoyl) benzoyl]-5- 

30 cyclopropyl isoxazole, et notamment l'isoxaflutole, herbicide seiectif du mais, , les 

dicetonitriles tels que ceux decrits dans les demandes europeennes 0 496 630, 0 496 631, 
en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) propane- 1,3-dione 
et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3-4-2.3 CI2 phenyl) propane- 1, 3-dione, les 

• tricetones decrites dans les demandes europeennes 0 625 505 et 0 625 508, en particulier 
35 la sulcotrione. 

L'invention a enfin pour objet un precede de desherbage de plantes, notamment de 
cultures, a l'aide d'un herbicide de ce type, caracterise en ce qu'on applique cet herbicide 
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sur des plantes transformees selon l'invention, tant en prdsemis, en pr£lev£e qu'en postlevfe 
de la culture. 

L'invention a encore pour objet 1'utilisation du g&ne HPPD comme gene marqueur au 
cours du cycle "transformation-regeneration" d'une espece v£g6tale et selection sur 
5 1'herbicide ci-dessus 

Les differents aspects de l'invention seront mieux compris k 1'aide des exemples 
exp&imentaux ci-dessous. 

Exemple 1: Isolement du gene de l'HPPD de P. fluorescens A32 . 

10 A partir de la sequence en acides amines de l'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 ( 

publie par Ruetschi U. et al. 1992. Eur. J. Biochem. 205: 459-466), on d6duit la sequence 
de differents oligonucleotides pour amplifier par PCR une partie de la sequence codante de 
l'HPPD de P. fluorescens A32 (isolee par McKellar, R.C. 1982. J. Appl Bacteriol. 53:305- 
316). Un fragment d'amplification du gene de cette HPPD a €\& utilise pour cribler une 

15 banque genomique partielle de P. fluorescens A32 et ainsi isoler le gene codant pour cette 
enzyme. 

A) Preparation de l'ADN genomique de P. fluorescens A32. 

La bact&ie a 6t€ cultivde dans 40 ml de milieu minnimum M63 (KH2PO4 13,6g/l, 
(NH4)2S04 2g/l, MgS04 0,2g/l, FeS04 0,005 g/1 pH7 plus L-tyrosine lOmM comme 

20 seule source de carbone) a 28°C pendant 48 heures. 

Aprfcs lavage, les cellules sont reprises dans 1 ml de tampon de lyse (tris HC1 100 mM 
pH 8,3, NaCl 1,4 M et EDTA 10 mM) et incutees 10 minutes h 65°G Aprfcs un traitement 
au phenol/chloroforme (24/1) et un traitement au chloroforme, les acides nucleiques sont 
precipites par addition d'un volume d'isopropanol puis repris dans 300 jil d'eau sterile et 

25 traites h la RNAse 10 pg/ml final. L'ADN est de nouveau traite au phenol/chloroforme, 
chloroforme et reprecipite par addition de 1/10 de volume d'ac&ate de sodium 3M pH5 et 2 
volumes d'ethanol. L'ADN est ensuite repris dans de l'eau sterile et dose. 

B) Choix des oligonucleotides et syntheses. 

A partir de la sequence en acides amines de l'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 on 
30 choisit cinq oligonucleotides, deux dirig^s dans le sens NH2 terminal de la proline vers le 

i 

COOH terminal de la proteine et trois diriges dans le sens inverse (voir figure 1 ). Le choix 
a €t€ dicte par les deux regies suivantes: 

-une extr&nite 3' de 1'oligonucieotide stable, c'est a dire au moins deux bases sans 
ambiguite. 

35 -une degenerescence la plus faible possible. 

Les oligonucleotides choisis ont les sequences suivantes: 
PI: 5TA(C/T)GA(G/A)AA(C7T)CCIATGGG3 t 
P2: 5'GA(G/A)ACIGGICCIATGGA3' 
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P3: 5 , AA(0^ , )TGCATIA(G/A)(G/A)AA((y^)TC(Cy^)TC3 , 
P4: 5 , AAIGCIAC(G/A)TG(C7T)TG(T/G/A)ATICC3 , 
P5: 5 , GC(C/T)TT(A/G)AA(A/G)TTICC(C/T)TaCC3 , 
Ds ont ete synthetis6s sur le synth^tiseur "Cyclone plus DNA Synthesizer" de marque 
5 MILLPORE. 

Avec ces cinq oligonucleotides par PCR les fragments ^amplification que Ton doit 
j obtenir th6oriquement d'apr&s la sequence SEQ ID N° 1 ont les tailles suivantes: 

avec les amorces PI et P3 > environ 690 bp 

avec les amorces PI et P4 > environ 720 bp 

10 avec les amorces PI et P5 > environ 1000 bp 

avec les amorces P2 et P3 > environ 390 bp 

avec les amorces P2 et P4 > environ 420 bp 

avec les amorces P2 et P5 > environ 700 bp 

C) Amplification d une partie codante de l'HPPD de P. fluorescent A32. 

15 Les amplifications ont 6t6 faites sur un appareil PCR PERKIN ELMER 9600 et avec 

la Taq polymerase PERKIN ELMER avec son tampon dans les conditions standards, c'est 
a dire pour 50^1 de reaction il y a les dNTP k 200yM, les primers a 20pM, la Taq 
polymerase 2,5 unites et 1' ADN de P. fluorescens A32 2,5 \xg. 

Le programme d'amplification utilise est, 5 min a 95°C puis 35 cycles <45 sec 95°C, 
20 45 sec 49°C, 1 min 72°C> suivis de 5 min h 72°C. 

Dans ces conditions, tous les fragments d'amplification obtenus ont une taille 
compatible avec les tailles theoriques donn6es au-dessus, ce qui est une bonne indication 
de la specificity des amplifications. 

Les fragments d'amplifications obtenus avec les jeux d'amorces P1/P4, P1/P5 et P2/P4 
25 sont ligu£s dans pBSII SK(-) apres digestion de ce plasmide par Eco RV et traitement & la 
terminal transferase en presence de ddTTP comme decrit dans HOLTON T.A. and 
GRAHAM M.W. 1991. N.A.R. vol 19, n°5 pi 156. 

Un clone de chacun des trois types est sequence partiellement; ceci permet de 
confirmer qu'on a bien amplifie dans les trois cas une partie de la region codante de l'HPPD 
30 de P. fluorescens A32. Le fragment P1/P4 est retenu comme sonde pour cribler une banque 
genomique partielle de P. fluorescens A32 et isoler le gfene complet de l'HPPD. 

D) Isolement du gene. 

Par Southern on montre qu'un fragment de 7 Kbp aprfcs digestion de l'ADN de P. 
35 fluorescens A32 par l'enzyme de restriction BamHI s'hybride avec la sonde HPPD P1/P4. 
On a done fait digerer 400pg d'ADN de P. fluorescens A32 par l'enzyme de restriction 
BamHI et purifier sur gel d'agarose les fragments d'ADN faisant environ 7Kbp. 

5 
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Ces fragments sont ligues dans pBSII SK(-), lui-meme digdrfi par Bam HI et 
dephosphoryle par traitement a la phosphatase alcaline. Apres transformation dans £. coli 
DHlOb, la banque g6nomique partielle est cribl6e avec la sonde HPPD P1/P4. 

Un clone positif a ii€ isol6 et appel6 pRP A. Sa carte simplifite est donn6e figure 2. 
5 Sur cette carte est indique la position de la partie codante du gene HPPD. Elle est 
composee de 1077 nucleotides qui cedent pour 358 acides amines (voir SEQ ID N° 1 ). 
L'HPPD de P. fluorescens A32 presente une bonne homologie en acides amines avec celle 
de Pseudomonas sp. strain P.J. 874, il y a en effet 92% d'identite entre ces deux prolines ( 
voir figure 3 ). 

10 

Exemple 2: Construction de deux genes chimeres. 

Pour conferer la tol6rancede plantes aux herbicides inhibant l'HPPD, on construit 
deux g&nes chimeres: 

Le premier consiste & mettre la partie codante du gene de I'HPPD de P. fluorescens 
15 A32 sous le controle du promoteur double histone (Demande de Brevet europeen N° 0 507 
698) suivi du Tobacco etch virus translational enhancer (TEV) (pRTL-GUS (Carrington 
and Freed, 1990; J. Virol. 64: 1590-1597)) avec le terminateur du g&ne de la nopaline 
synthase. L'HPPD sera alors localis£e dans le cytoplasme. 

Le deuxieme sera identique au premier, a ceci prfes qu'entre l'activateur de translation 
20 TEV et la partie codante de I'HPPD, on intercale le peptide de transit optimist (OTP) 
(Demande europeennne EP n° 0 508 909). L'HPPD sera alors localisee dans le 
chloroplaste. 

A) Construction du vecteur pRPA-RD-153: 

- pRPA-RD-11 Un derive de pBS-II SK(-) (Stratagene catalog #212206) contenant 
25 le site de polyadenylation de la nopaline synthase (NOS polyA) ( Demande europeennne 
EP n° 0 652 286) est clone entre les sites Kpnl et SalL Le site Kpnl est transforme en un 
site NotI par traitement avec la T4 ADN polymerase I en presence de 150 pM de 
deoxynucleotide triphoshates puis ligation avec un linker NotI (Stratagene catalog #1029). 
Ainsi on obtient une cassettte de clonage NOS polyA . 

30 - pRPA-RD-127: Un derive de pRPA-BL-466 (Demande europ&nnne EP n° 0 337 

899) clone dans pRPA-RD- 1 1 creant une cassette d'expression du gene oxy et contenant le 
promoteur de la petite sous unite de la ribulose-biscarboxylase: 

" promoter (SSU) - oxy gene - NOS polyA" 

Pour cr6er ce plasmide, pRPA-BL-488 a ete dig6r6 avec Xbal et Hindm pour isoler un 
35 fragment de 1.9 kbp contenant le promoteur SSU et le gene oxy qui a ete ligue dans le 
plasmide pRPA-RD- 1 1 dig6re avec des enzymes compatibles. 



6 
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-pRPA-RD-132: Cest un d6riv6 de pRPA-BL-488 (Demande europeennne EP n° 0 
507 698) clon6 dans pRPA-RD-127 avec creation d'une cassette d'expression du gene oxy 

* 

avec le promoteur double histone: 

" promoteur double histone - oxy gene - NOS polyA " 

5 Pour fabriquer ce plasmide, pRPA-BL-466 est digere par HindlH, traite par la Klenow 

J puis redig£r€ avec Ncol. Le fragment de 1.35 kbp purifte contenant le promoteur double 

histone H3A748 est ligu6 avec le plasmide pRPA-RD-127 qui avait tt€ dig6r6 par Xbal, 
traits Klenow et redig6r6 par Ncol. 

-pRPA-RD-153: C'est un derive de pRPA-RD-132 contenant 1'activateur de 
10 translation du virus etch du tabac (TEV). pRTL-GUS (Carrington and Freed, 1990; J. 
Virol. 64: 1590-1597) est diger6 avec Ncol et EcoRI et le fragment de 150 bp est ligu6 dans 
pRPA-RD-132 dig£r£ avec les memes enzymes. Done on a ct66 une cassette d'expression 
contenant le promoteur: 

"double histone promoter - TEV -oxy gene - NOS poly A" 
15 B) Construction du vecteur pRPA-RD-185: 

pUC19/GECA: Un deriv6 de pUC-19 (Gibco catalog #15364-011) contenant de 
nombreux sites de clonage. pUC-19 est digerd avec EcoRI et ligu6 avec l'oligonucleotide 
linker 1 : 

Linker 1 : AATTGGGCC A GTCAGGCCGT TTAAACCCTA GGGGGCCCG 
20 CCCGGT CAGTCCGGCA AATTTGGGAT CCCCCGGGC TTAA 

Le clone s£lectionn6 contient un site EcoRI suivi du polylinker qui contient les sites 
suivants: EcoRI, Apal, Avrll Pmel Sfil Sad Kpnl Smal, BamHl Xbal, Sail Pstl SphI et 
HindllL 

pRPA-RD-185: e'est un d6nw€ de pUC19/GECA contenant un polylinker modifie. 
25 pUC 1 9/GECA est dig6r6 par Hindffl et ligue avec l'oligonucleotide linker 2: 

Linker 2: AGCTTTTAAT TAAGGCGCGC CCTCGAGCCT GGTTCAGGG 

AAATTA ATTCCGCGCG GGAGCTCGGA CCAAGTCCC TCGA 

Le clone sdlectionne contient un site Hindffl site au milieu du polylinker qui 
contient maintenant les sites suivants: EcoRI, Apal Avrll Pmel Sfil Sacl Kpnl Smal 
. 30 BamHl Xbal Sail Pstl SphI, Hindlll Pad AscI Xhol et EcoNI. 



C) Construction du vecteur pRP T: 

- pRP O: un derive de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de l'HPPD, 
promoteur double histone - TEV - gene HPPD - terminateur Nos. Pour fabriquer pRP O, 
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pRPA-RD153 est dig6r£ par Hind HI, traitS par la Klenow puis redig6r6 par Ncol pour 
enlever le gfene oxy et le remplacer par le g£ne HPPD sorli du plasmide pRP A par 
digestion BstEII, traitement par la Klenow et redigestion par Ncol. 

- pRP R: pour 1'obtenir le plasmide pRP O a ete dig6r6 par PvuII et Sacl, le gene 
5 chimere a ete purifie puis ligue dans pRPA-RD-185 lui-meme digere par PvuII et Sacl. 

- pRP T: il a 6i€ obtenu par ligation du gene chimere sorti de pRP R apres digestion 
par Sacl et HindlQ dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 digere par les memes enzymes 
(Demande europ&nnne EP n° 0 508 909). 

Le gene chimere du vecteur pRP T a done la structure suivante: 

10 
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D) Construction du vecteur pRP V 

- pRP P: e'est un deriv6 de pRPA-RD-7 (Demande europ&nnne EP n° 0 652 286) 
contenant le peptide de transit optimist suivi du g&ne de l'HPPD. II a 6t6 obtenu par 

15 ligation de la partie codante de l'HPPD sorti de pRP A par digestion BstEIT et Ncol, 
traitement a la Klenow et du plasmide pRPA-RD-7 lui-meme dig6r£ SphI et AccI et traits 
a la DNAse polymerase T4. 

- pRP Q: un derive de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de l'HPPD, 
promoteur double histone - TEV - OTP - gene HPPD - terminateur Nos. Pour le construire 

20 le plasmide pRPA-RD-153 est digdrd par Sal I, traitf par la Klenow puis redigdre par Ncol 
pour enlever le gene oxy et le remplacer par le gene HPPD sorti du plasmide pRP P par 
digestion BstEII, traitement par la Klenow et redigestion par Ncol. 1 

- pRP S: pour 1'obtenir, le plasmide pRP Q a 6ie dig€r6 par PvuII et Sacl pour sortir le 
gene chimere qui a 6t€ ligu6 dans pRPA-RD-185 lui-meme digere par PvuII et Sacl. 

25 - pRP V: il a ete obtenu par ligation du gene chimere sorti de pRP S aprfcs digestion 

par Sacl et Hindlll dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 (Demande europeennne EP n° 0 
508 909). 

r 

Le g£ne chimfcre du vecteur pRP Q a done la structure suivante: 
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Exemple 3: Transformation du tabac industriel PBD6. 

Afin de determiner l'efficacite de ces deux genes chimeriques, ceux-ci ont et6 
transferes dans du tabac industriel PBD6 selon les procedures de transformation et de 
5 regeneration dijk decrites dans la demande europeenne EP n° 0 508 909. 
^Transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium EHA 
101(Hood et al,1987)porteuse du cosmide pTVK 291(Komari et al,1986).La technique de 
transformation est basee sur la procedure de Horsh R. et al. (1985) Science, 227, 1229- 
10 1231. 

2) Regeneration: 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200ug/ml de kanamycine.Les explants foliaires sont preleves sur des 

15 plants en serre ou in vitro et transformes selon la technique des disques foliaires(Science 
1985, Vol 227,p. 1229- 1231) en trois etapes successives:la premiere comprend l'induction 
des pousses sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose contenant 0.05mg/l 
d'acide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 
jours.Les pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par culture sur 

20 un milieu MS additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant pas d'hormone, 

pendant 10 jours.Puis on preifeve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS k teneur moitie en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas 
d'hormone. Au bout d ? environ 15 jours,les pousses enracinees sont passees en terre. 

25 Exemple 4: Mesure de la tolerancedu tabac au 4-r4-CF3-2-(methvlsulfonvl 1 ) benzovll-5- 
cvclopropvl isoxazole: traitement de postlevee. 

Au sortir de Tin- vitro, les plantules de tabac transformees ont 6t6 acclimatees a la serre 
(60% d'humidite relative; temperature: 20°C la nuit et 23°C la jour) pendant cinq semaines 
puis traitees au 4-[4-CF3-2-(methylsulfonyl)benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole. 
30 Le tabac temoin, non transforme et traite au 4-[4-CF3-2-(methylsulfonyl)benzoyl]-5- 

cyclopropyl isoxazole h des doses allant de 50 h. 400 g/ha, developpe en environ 72 heures 
des chloroses, qui s'intensifient pour evoluer vers des necroses tres prononcees en une 
semaine( couvrant environ 80% des feuilles terminales). 

Aprfes transformation ce meme tabac, qui surexprime l'HPPD de P. fluorescens, est 
35 trfes bien protege contre un traitement au 4-[4-CF3-2-(methyIsulfonyl)benzoyl]-5- 
cyclopropyl isoxazole & la dose de 400 g/ha. 
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Si Fenzyme surexprim^e est dans le cytoplasme, c'est & dire si la transformation a 6t€ 
faite avec le gene port6 par le vecteur pRP T, alors la plante presente de tres tegeres 
chloroses toutes localisees sur les feuilles intermldiaires. 

Si 1'enzyme surexprimee est dans le chloroplaste, c'est a dire si la transformation a 6t6 
5 faite avec le gene porte par le verteur pRP V, alors la plante est parfaitement protegee, ne 
presente aucun symptome. 

Exemple 5: Mesure de la tolerancedu tabac au 4-r4-CF3-2-fmethylsulfovl) benzoyl)-5- 
cvclopropvl isoxazole: traitement de prglevfe 
10 a) test in vitro: 

On utilise des graines de tabac recoltees a partir des plantes issues du cycle 
"transformation - regeneration" resistantes a un traitement foliaire d'isoxaflutole a la dose 
de 400g/h d^crites aux exemples 1 & 3. 

Ces graines ont ete semees sur des boites contenant du phytagar a 10 g/1 et de 
15 l'isoxaflutole a differentes concentrations allant de 0 a 1 mg/L La germination a €t€ faite 
ensuite a 25 °C avec une photoperiode de 12 heures de lumiere/12 heures d'obscurit^. 

Selon ce protocole des graines de tabacs sauvages ont ete mises a germer ainsi que 
des graines des deux types de tabacs transgeniques c'est h dire tabacs CY, avec localisation 
de 1'HPPD dans le cytoplasme, et les tabacs CO avec localisation de THPPD dans le 
20 chloroplaste. 

Les mesures de resistances sont faites visuellement entre 2 et 3 semaines aprfes le 
semis. 

Les resultats sont consignes dans le tableau ci-dessous. 

25 



concentration 
en isoxaflutole 


Tabac sauvage 


Tabac CY 


Tabac CO 


Omg/l 


100% des graines 
germent sans 
symptomes 0 


100% des graines 
germent sans 
symptomes 0 


100% des graines 
germent sans 
symptomes 


0,05 mg/1 


20% des graines 
germent et presentent 
des symptomes 0 


75% des graines 
germent* sans 
symptomes 0 


75% des graines 
germent* sans 
symptomes 0 


0,1 mg/1 


pas de germination 


75% des graines 
germent* sans 

* 

symptomes 0 


75% des graines 
germent* sans 
symptomes 0 
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0,5 rag/1 


pas de germination 


75% des graines 
germent* sans 
symptomes 0 


75% des graines 
germent* sans 
symptomes 0 






pas de germination 


75% des graines 


75% des graines 


4 


1 mg/1 




germent* avec legers 


germent* sans 








symptomes 0 


symptomes 0 



° les symptomes que presentent les plantules en cours de germination sont des 
deformations des cotyledons plus ou moins importantes et surtout un blanchiment des 
tissus normalement photosynthetiques et done verts. 

5 

* 75% des graines germent car ont 6t6 senses des graines issues de l'autofecondation de 
plantes mono-loccus sortant du cycle "transformation - regeneration" ne portant done le 
gene de toieranceque sur un chromosome. 

En operant de la meme maniere avec les produits suivants produit n° 51 du brevet 
10 amdricain 4 780 127, on obtient les memes r&ultats k une concentration de 0 mg/1 et 0, 1 
mg/1 sur tabac sauvage et tabac CO. 
b) test en serre: 

On opere comme k 1'exemple 4, si ce n'est que le traitement est effectue en preievee, 24 
heures avant le semis. Le semis sauvage s'effectue normalement. Dans ces conditions on 
15 observe que pour les semis temoins non trails, il n'y pas de germination pour toute dose 
d'herbicide au moins egale a 10 g/ha. Au contraire les tabacs CY ne presentent aucun 
symptome, tel que defini au paragraphe a), jusqu'a 100 g/ha compris. De meme les tabacs 
CO ne presentent aucun symptome, tel que defini au paragraphe a) jusqu'a 200 g/ha 
compris. 

20 

Ces r&ultats montrent clairement que le gene de l'HPPD de P. fluorescens confere 
une toleranceau tabac contre les traitements en prelevee a Fisoxaflutole. Cette tolfiranceest 
meilleure si la proteine est localisee dans le chloroplaste au lieu du cytoplasme. 

25 

Exemple 6: 

Dans le but d'£tudier si le gbne de THPPD de Pseudomonas fluorescens peut etre 
utilise comme gene marqueur au cours du cycle "transformation - regeneration" d'une 
espece vegetale, le tabac a ete transforme avec le gene de l'HPPD et des plantes 
30 transformees ont ete obtenues apr^s selection sur isoxaflutole. 
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* 

Materiel et m&hodes et resultats 

Le gene chimerique pRP V d6crit ei-dessous est transfer dans du tabac industriel PBD6 
selon les procedures de transformation et de regeneration deja decrites dans la demande 
europeenne EP n° 0 508 909. 

Le gene chimere du vecteur pRP V a la structure suivante: 
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• 





^Transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene SAgrobacterium EHA 
101(Hood et al,1987) porteuse du cosmide pTVK 291(Komari et al,1986). La technique de 
transformation est basfie sur la procedure de Horsh et al( 1985). 

2) Regeneration: 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 350 mg/1 de cefotaxime et 1 mg/1 d'isoxaflutole. Les explants foliaires 
sont preieves sur des plants en serre ou in vitro et transformes selon la technique des 
disques foliaires(Science 1985,VoI 227,p. 1229- 1231) en trois etapes successives: la 
premiere comprend 1'induction des pousses sur un milieu MS additionne de 30g/l de 
saccharose contenant 0.05mg/l d'acide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de 
benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours et 1 mg/1 d'isoxaflutole. Les pousses vertes 
formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par culture sur un milieu MS 
additionne de 30 g/1 de saccharose et 1 mg/1 d'isoxaflutole mais ne contenant pas 
d'hormone, pendant 10 jours. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur 
un milieu d'enracinement MS k teneur moitie en sels, vitamines et sucres et 1 mg/1 
d'isoxaflutole et ne contenant pas d'hormone. Au bout d'environ 15 jours,les pousses 
enracinees sont passees en terre. 

Toutes les plantules obtenues selon ce protocole sont analysees par PCR avec des 
amorces specifiques de I'HPPD de P.fluorescens. Cette analyse PCR a permis de confirmer 
que toutes les plantules ainsi obtenues ont bien integre le gene de I'HPPD. 

En conclusion, cet essai confirme que le gene de I'HPPD peut etre utilise comme gfcne 
marqueur et que, associe h ce gene, Tisoxaflutole peut etre un bon agent de selection. 



12 




WO 96/38567 



PCT/FR96/00831 



Exemples 7 et 8 : Isoleme nt du gfene de l'HPPD d 'Arabidopsis thaliana et du gfene de 
l'HPPD de carotte (Daucus carotta) 

a) Construction des banques d'ADNc. 
5 Des mRNAs extraits de jeunes plantules d'Arabidopsis thaliana, et des mRNAs extraits de 
cellules de carotte en culture, ont servi a construire deux banques d'ADNc dans le vecteur 
Uni Zap™ XR commercialism par la soci6t6 Stratagen, suivant le protocole pr^conise par 
cette soci&e. 

1 0 b) Criblage des banques d'ADNc 

Ces deux banques ont 6t6 cribtees a l'aide d'une sonde correspondant h un ADNc 
d'Arabidopsis thaliana de longueur partielle, obtenu via TArabidopsis Biological Resource 
Center (Ohio, USA) et rdpertorig : EST clone N° 91B13T7. Ce clone est constituS 
d'environ 500 paires de bases dont seulement 228 avaient 6i€ s^quencees par le MSU-DOE 

15 Plant Research Laboratory dans le cadre du sequen9age au hasard des ADNc dArabidopsis 
thaliana. Nous avons sequence complfetement les 500 paires de bases avant d'utiliser ce 
clone pour cribler nos banques d'ADNc dArabidopsis thaliana et de carotte h l'aide de la 
technique classique d'hybridation des plages de lyse (reference ?). 

20 c) Un ADNc d'Arabidopsis thaliana (SEQ ID N° 2) correspondant i 1338 paires de bases a 
6t6 obtenu. Cet ADNc possede un codon de d6but d'initiation de la traduction a la position 
25 et un codon de fin de traduction a la position 1336. Cet ADNc est done complet et code 
pour une proline de 445 acides amines. 

25 d) Un ADNc de carotte (Daucus carotta) (SEQ ID N° 3) correspondant b 1329 paires de 
bases a et£ obtenu. Cet ADNc poss&de un codon de debut d'initiation de la traduction a la 
position 1 et un codon de fin de traduction a la position 1329. Cet ADNc est done complet 
et code pour une proteine de 442 acides amines. 

30 Les sequences illustrees sont les suivantes: 

SEQ ID N° 1 Sequence du gene de l'HPPD de Pseudomonas fluorescens A32. 
SEQ ID N° 2 

Sequence d 1 ADNc d'HPPD d'Arabidopsis thaliana 

35 

SEQ ID N° 3 

sequence d* ADNc d'HPPD de Daucus carotta 

Les figures ci-apres sont donnees k titre indicatif pour illustrer Tinvention. 
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La Figure 1 repr6sente la sequence protfiique de l'HPPD de Pseudomonas sp. strain P. J. 
874 et la sequence nucteotidique th£orique de la partie codante correspondante; les cinq 
oligonucleotides choisis pour faire Tamplification d'une partie de cette region codante sont 
symbolises par les cinq fleches. 

La Figure 2 repr6sente la cartographie du plasmide avec le fragment d'ADN genomique de 
7 kb contenant Ie gene de l'HPPD de P. fluoresce™ A32. 

La Figure 3 donne la comparaison des s6quences .en acides amines de Y HPPD de P. 
fluorescens A32 et de l'HPPD de Pseudomonas sp strain P. J. 874 (seuls les acides amines 
divergents entre les deux sequences sont indiqufis) ainsi que la sequence consensus. 
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Liste de sequences 



(1) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: Saiiiand, Alain 

Rolland. Anne 
Matringe, Michel 
Pallett, Kenneth E 

(ii) TITLE OF INVENTION: SEQUENCE ADN D'UN GENE DE 

L'HYDROXY-PHENYL PYRUVATE DIOXYGENASE ET OBTENTION DE 
PLANTES CONTENANT CE GENE DE L'HYDROXY-PHENYL PYRUVATE 
DIOXYGENASE, RESISTANTES A CERTAINS HERBICIDES 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 3 

(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS: 

(A) ADDRESSEE: Francois Chretien 

(B) STREET: 14-20 rue Piero BAIZET 

(C) CITY: Lyon Cedex 09 

(E) COUfsfTRY: France 

(F) ZIP: 69263 

(v) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 

(vi) CURRENT APPLICATION DATA: 

(A) APPLICATION NUMBER: FR PH95033 

(B) FILING DATE: 02-JUN-1995 

(C) CLASSIFICATION: 

(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION: 
(A) NAME: Chretien, Francois 

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION: 

(A) TELEPHONE: 72-29-26-42 

(B) TELEFAX: 72-29-28-43 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1077 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
0*0 HYPOTHETICAL: NO 

0v) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Pseudomonas fluorescens 
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1: 

A7GCCAGATC TATACGAAAA CCCAATGGGC CTGATGGGCT TTGAATTCAT CGAATTAGCG 60 

^Zr'ZZ^ZZC COGCTACCCT GGAGCCGATt TTCGAGATCA TGGGCTTCAC CAAAGTCGCG 120 

ACCCACCGTT CCAAGAACGT GCACCTGTAC CGCCAGGGCG AGATCAACCT GATCCTCAAC 130 

AACGAGCCCA ACAGCATCGC CTCCTACTTT GCGGCCGAAC ACGGCCCGTC GGTGTGCGGC 240 

ATGGCGTTCC GCGTGAAGGA CTCGCAAAAG GCCTACAACC GCGCCCTGGA ACTCGGCGCC 300 

CAGCCGATCC ATATTGACAC CGGGCCGATG GAATTGAACC TGCCGGCGAT CAAGGGCATC 360 

GGCGGCGCGC CGTTGTACCT GATCGACCGT TTCGGCGAAG GCAGCTCGAT CTACGACATC 420 

GACTTCGTGT ACCTCGAAGG TGTGGAGCGC AATCCGGTCG GTGCAGGTCT CAAAGTCATC 480 

GACCACCTGA CCCACAACGT CTATCGCGGC CGCATGGTCT ACTGGGCCAA CTTCTACGAG 540 

AAATTGTTCA ACTTCCGTGA AGCGCGTTAC TTCGATATCA AGGGCGAGTA CACCGGCCTG 600 

ACTTCCAAGG CCATGAGTGC GCCGGACGGC ATGATCCGCA TCCCGCTGAA CGAAGAGTCG 660 

TCCAAGGGCG CGGGGCAGAT CGAAGAGTTC CTGATGCAGT TCAACGGCGA AGGCATCCAG 720 

CACGTGGCGT TCCTCACCGA CGACCTGGTC AAGACCTGGG ACGCGTTGAA GAAAATCGGC 760 

ATGCGCTTCA TGACCGCGCC GCCAGACACT TATTACGAAA TGCTCGAAGG CCGCCTGCCT 840 

GACCACGGCG AGCCGGTGGA TCAACTGCAG GCACGCGGTA TCCTGCTGGA CGGATCTTCC 900 

GTGGAAGGCG ACAAACGCCT GCTGCTGCAG ATCTTCTCGG AAACCCTGAT GGGCCCGGTG 960 

TTCTTCGAAT TCATCCAGCG CAAGGGCGAC GATGGGTTTG GCGAGGGCAA CTTCAAGGCG 1020 

CTGTTCGAGT CCATCGAACG TGACCAGGTG CGTCGTGGTG TATTGACCGC CGATTAA 1077 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID N02: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1 338 base pairs 

(B) TYPE: nucleic add 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cDNA 
(iii) HYPOTHETICAL NO 
0v) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Arabidopsis thaiiana 

(B) STRAIN: Columbia 

(D) DEVELOPMENTAL STAGE: Young green plant 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(A) LIBRARY: Uni zap XR STRATAGENE 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2: 

ATGGGCGACC AAAACGCCGC CGTTTCAGAG AATCAAAACC AXGATGACGG CGCTGCGTCG 60 
TCGCCGGGAT TCAAGCTCGT CGGATTTTCC AAGTTCGTAA GAAAGAATCC AAAGTCTGAT 120 



16 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 



WO 96/38567 PCT/FR96/00831 

AAATTCAACG TTAAGCCCTT CCATCACATC CAGTTCTGGT GCCGCGACGC AACCAACGTC 180 

GCTCG7CCCT TCTCCTGGGG TCTGGGCATG AGATTCTCCG CCAAATCCGA TCTTTCCACC 240 

GGAAACATGG TTCACGCCTC TT AC CT ACT C ACCTCCGG7G ACCTCCGAT7 CCTTTTCACT 300 

GC7CCT7ACT CTCCGTCTCT CTCCGCCGGA GAGATTAAAC CGACAACCAC AGCTTCTATC 360 

CCAAGTTTCG ATCACGGCTC TTGTCGTTCC TTCTTCTCTT CACATGGTCT CGGTGTTAGA 420 

GCCGTTGCGA TTGAAGTAGA AGACGCAGAG TCAGCTTTCT CCATCAGTGT AGCTAAXGGC 480 

GCTATTCCTT CGTCGCCTCC TATCGTCCTC AAIGAAGCAG TTACGATCGC TGAGGTTAAA 540 

CTATACGGCG ATGTTGTTCT CCGATATGTT AGTTACAAAG CAGAAGATAC CGAAAAATCC 600 

GAATTCTTGC CAGGGTTCGA GCGTGTAGAG GATGCGTCGT CGTTCCCATT GGATTATGGT 660 

AXCCGGCGGC TTGACCACGC CGTGGGAAAC GTTCCTGAGC TTGGTCCGGC TTTAACTTAT 720 

GTAGCGGGGT TCACTGGTTT TCACCAATTC GCAGAGTTCA CAGCAGACGA CGTTGGAACC 780 

GCCGAGAGCG GTTTAAATTC AGCGGTCCTG GCTAGCAATG ATGAAATGGT TCTTCTACCG 840 

ATTAACGAGC CAGTGCACGG AACAAAGAGG AAGAGTCAGA TTCAGACGTA TTTGGAACAT 900 

AACGAAGGCG CAGGGCTACA ACATCTGGCT CTGATGAGTG AAGACATATT CAGGACCCTG 960 

AGAGAGATGA GGAAGAGGAG CAGTATTGGA GGATTCGACT TCATGCCTTC TCCTCCGCCT 1020 

ACTTACTACC AGAATCTCAA GAAACGGGTC GGCGACGTGC TCAGCGATGA TCAGATCAAG 1080 

GAGTGTGAGG AATTAGGGAT TCTTGTAGAC AGAGATGATC AAGGGACGTT GCTTCAAATC 1140 

TTCACAAAAC CACTAGGTGA CAGGCCGACG ATATTTATAG AGATAATCCA GAGAGTAGGA 1200 

TGCATGATGA AAGATGAGGA AGGGAAGGCT TACCAGAGTG GAGGATGTGG TG GTT TTGGC 1260 

AAAGGCAATT TCTCTGAGCT CTTCAAGTCC ATTGAAGAAT ACGAAAAGAC TCTTGAAGCC 1320 

AAACAGTTAG TGGGATGA 1338 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1329 base pairs 

(B) TYPE- nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: double 

(D) TOPOLOGY: linear 

00 MOLECULE TYPE: cONA 

(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iv) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Caucus carota 

(D) DEVELOPMENTAL STAGE: Suspension cells 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(A) LIBRARY: Uni zap XR STRATAGENE 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3: 

ATGGGGAAAA AACAATCGGA AGCTGAAATT CTCTCAAGCA ATTCATCAAA CACCTCTCCT 60 
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GCAACATTCA 


AGCTGGTCGG 


TTTCAACAAC 


TTCGTCCGC3 


CCAACCCCAA 


GTCCGATCAC 


12C 


TTC3CCGTGA 


AGCGGTTCCA 


CCACATTGAG 


TTCTGG7GCG 


GCGACGCCAC 


CAACACGTCG 


130 


* 

CGGCGGTTCT 


CGTGGGGCCT 


CGGCATGCCT 


TTGGTGGCGA AATCGGATCT 


CTCTACTGGA 


240 


AACTCTGTTC 


ACGCTTCTTA 


TCTTGTTCGC 


TCGGCGAATC 


TCAGTTTCGT 


CTTCACCGCT 


300 


CCTTACTCTC 


CGTCCACGAC 


CACTTCCTCT 


GGTTCAGCTG 


CCATCCCGTC 


TTTTTCGGCA 


360 


TCGGGTTTTC 


ACTCTTTTGC 


GGCCAAACAC 


GGCCTTGCTG 


TTCGGGCTAT 


TGCTCTTGAA 


420 


GTTGCTGACG 


TGGCTGCTGC 


GTTTGAGGCC 


AGTGTTGCGC 


GTGGGGCCAG 


GCCGGCTTCG 


480 


GCTCCTGTTG 


AATTGGACGA 


CCAGGCGTGG 


TTGGCTGAGG 


TGGAGTTGTA 


CGGAGATGTG 


540 


GTCTTGAGGT 


TTGTTAGTTT 


TGGGAGGGAG 

* 


GAGGGTTTGT 


TTTTGCCTGG ATTCGAGGCG 


600 


GTGGAGGGGA 


CGGCGTCGTT 


TCCGGATTTG 


GATTATGGAA 


TTAGAAGACT 


TGATCATGCG 


660 


GTGGGGAATG 


TTACCGAGTT 


GGGGCCTGTG 


GTGGAGTATA TTAAAGGGTT 


TACGGGGTTT 


720 


CATGAATTTG 


CGGAGTTTAC 


AGCGGAGGAT 


GTGGGGACTT 


TGGAGAGTGG 


GTTGAATTCG 


780 


GTGGTGTTGG 


CGAATAATGA 


GGAGATGGTT 


CTGTTGCCCT 


TGAATGAGCC 


TGTGTATGGG 


840 


ACCAAGAGGA AGAGTCAGAT 


ACAGACTTAC 


TTGGAGCACA ATGAAGGGGC 


TGGAGTGCAG 


900 


CATTTGGCTT 


TAGTGAGTGA 


GGAXATTTTT 


AGGACTTTAA 


GGGAGATGAG 


GAAGAGGAGT 


960 


TGCCTTGGTG 


GTTTTGAGTT 


TATGCCTTCG 


CCACCGCCTA CGTATTACAA 


GAATTTGAAG 


1020 


AATAGGGTCG 


GGGATGTGTT 


GAGTGATGAA 


CAGATCAAGG AGTGTGAAGA 


TTTGGGGATT 


1060 


TTGGTGGATA 


GGGATGATCA 


GGGTACATTG 


CTTCAAATCT 


TTACCAAGCC 


TGTAGGTGAC 


1140 


AGGCCTACCT 


TATTCATAGA 


GATCATTCAG 


AGGGTAGGGT 


GCATGCTCAA 


GGACGATGCA 


1200 


GGGCAGATGT 


ACCAGAAGGG 


CGGGTGCGGA 


GGATTTGGGA AGGGGAACTT 


CTCAGAGCTG 


1260 


TTCAAGTCCA 


TCGAAGAATA 


TGAAAAAACA 


CTTGAAGCTA AACAAATCAC 


TGGATCTGCT 


1320 


GCTGCATGA 
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Revendications 

5 

1. Sequence d'un gene d'origine non humaine ou d'une bact6rie non marine, isol6e ou 
sequence, pouvant s'hybrider avec cette sequence, caract&ise en ce quelle exprime une 
hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD). 

10 2. Sequence selon la revendication 1 , caracterise en ce quelle est d'origine bacterienne ou 
de plante. 

3. Sequence selon la revendication 2, caract£ris£ en ce qu'elle est issue de Pseudomonas 
sp. 

15 

4. Sequence selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il est issue de Pseudomonas 
fluorescens. 

5. Sequence selon la revendication 1 , caract£ris£ en ce qu'elle est d'origine v^getale. 

20 

6. Sequence selon la revendication 5, caracterise en ce qu'elle est issue d'Arabidopsis. 

7. Sequence selon la revendication 5, caractdrisg en ce qu'elle est issue d'une ombellifere. 

25 8. Precede d'isolement du gene selon Tune des revendications 1 & 4, caracterise en ce que: 

- on choisit, comme amorces, quelques oligonucleotides issus de la sequence en acides 
amines d'une HPPD . 

- a partir de ces amorces, on synthetise des fragments d'amplification par PCR 

- on isole le gene par creation et Ie criblage d'une banque g^nomique et 
30 - on clone le gene. 

9. Gene chimere pour la transformation genetique des plantes comprenant, dans le sens de 
la transcription: 

- au moins une sequence de regulation promotrice issue d'un gene s'exprimant 
35 naturellement dans Ies plantes, 

- une sequence codante h£t6rologue, 

- au moins une sequence de polyad^nylation, 
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caract6ris£ en ce que la sequence codante est une sequence d'un gfene qui exprime 
l'hydroxy-ph£nyl pyruvate dioxygenase (HPPD). 

10. Gene chimere selon la revendication 9, caract&isee en ce que la sequence de regulation 
5 promotrice favorise la surexpression de la sequence codante. 

11. Gene chimere selon la revendication 10, caract£rise en ce que la sequence de regulation 
promotrice comprend au moins un promoteur d'histone. 



10 12. Gene chimere selon Tune des revendications 9 a 1 1, caract6rise en ce qu'il comprend, 

entre la sequence de regulation promotrice et la sequence codante, un peptide de transit. 

13. Gene chimere selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comprend, entre la 
sequence de regulation promotrice et la sequence codante, un peptide de transit 

15 optimise comprenant, dans le sens de la transcription, une sequence codant pour un 

peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
une partie de sequence de la partie mature N terminale d'un gene vegetal codant pour 
une enzyme a localisation plastidiale, puis une sequence codant pour un second peptide 
de transit d'un gene v€g6tal codant pour une enzyme & localisation plastidiale. 

20 

14. Gene chim&re selon Tune des revendications 9 a 13, caract6ris6 en ce qu'il comprend, 
entre la sequence de regulation promotrice et la sequence codante, une sequence d'un 
activateur de trancription (enhancer). 

25 15. Vecteur utilisable pour la transformation gen&ique des plantes, caract£ris6 en ce qu'il 
comprend un gene chimere selon l'une des revendications 9 a 14. 

16. Cellule v£g6tale, caract£ris6e en ce qu'elle comprend un gfcne chimfere selon Tune des 
revendications 9 a 14. 

30 

17. Plante, caract&isee en ce qu'elle est r6gen6r£e £ partir de cellules selon la 
revendication 16. 

18. Plante, selon la revendication 17, caract£risee en ce qu'elle appartient k la famille des 
35 dicotylddones. 
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19. Proc£d6 de transformation de p] antes pour les rendre tolSrantes aux inhibiteurs de 
l'HPPD, caract&is6 en ce qu'on introduit dans la cellule v6g6tale un gfcne exprimant un 
HPPD exogene. 

5 20. Proc6d6 selon la revendication 19, caracterise en ce que le transfert est effectue avec 
Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes. 

21. Proc6de selon la revendication 19, caracterise en ce que le transfert est effectue par 
apport par bombardement & Faide de particules chargees de l'ADN. 

10 

22. Proc6d6 de transformation de plantes , caracterise en ce qu'on introduit dans la cellule 
vegetale un gene exprimant un HPPD exogene comme marqueur de selection. 

23. Proced6 de traitement herbicide selectif de plantes, caract£ris£ en ce qu'on applique un 
15 inhibiteur du gene l'HPPD a une plante selon Tune des revendications 17 et 18. 

24. Procede selon la revendication 23, caract&is6 en ce que I'inhibiteur du gene de l'HPPD 
est un isoxazole. 

25. Proc6d6 selon la revendication 24, caracterise en ce que Tisoxazole est le 4-[4-CF3-2- 
(methylsulfoyl)benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole. 

26. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que I'inhibiteur du gene de l'HPPD 
est un dicetonitrile. 

27. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que I'inhibiteur du gene l'HPPD 
est une tric6tone. 

28. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que I'inhibiteur du gfcne l'HPPD 
30 est la sulcotrione. 
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^YYT NTAYay YCCHATGG CKYT WTCGG^RmA^CA RTOSNCCNACNCCNMYACN 75 

URGGNGCMTKAAYYTTUTHnNA AYMYGARCCNaY^NGTNGCKWS NTAYTTYGCNGCNGARCAYGGNCCN 225 

NEPHSVAS YFAAEHGP 

? rTTSTTTJ T?77'H 0 7T Tfrn*" 308 

CCtUlHCAYATHGARACNGGNCCHA TG6ARY7NAAYYTNCCNGCNATHAA RGGNATHGGHGGNGCNCCNYTNTOY 37S 

6 p * E J- "LPAIK GIGGAPLY 

450 



MGNGGNGTNY7NWSNACNGAY 
R G V L S T D 




600 



675 



YWTHGAYJGNmGGNGARGGW SNWSNATHTAYGAYATHGAYTTrGT OT7YYTNGARGGNG1NGAYMGNCAY 
tiuftrbbQS SIYOIOFV FLEGVDRH 

CCNG7NGGNGCNGGNYTNAARATNA THGAYCAYYDUCNaYAAYGTMTA YMGNGGfMGNATGGOTTAYTGGGCN 
PVGA6LKI I OHLTHNVY RGRMAYWA 

AAY^AYGARAARYTIJTTYAAYT TYMGNGARATWGNTAYTTYGAYAT HAARGGNGARTA YA CN GGNY7NACN 
nricKLrtir REIRYFDI KGEYTGLT 

WSNAARGCNATGACNGCNCCNGAYG GNATGATWMGNATHCCNYTOAAYGA RGARWSNIVSNAARGGNGCNGGNCAR 
i h A n J A P D G MIRIPL-NE ESSKGA GQ 

ATHGARGARTTYYTIWTGCARTTYA AYGGNGARGGNATHCARCAYGTNGC imYYTNWSNGAYGAYYTNATOAAR 750 
V 6 £ G I Q H V A F L S D D L I K 

AC^GGGAYaYYTNAARWSNATHG GNATGMGNTTYATGACNGCNCCNCC NGAYACNTAYTAYGARATGY1NGAR 825 
TWDHLKS I G MRFMTAPP D T Y Y E M L E 

GGWGNYTNCCNAAYCAYGGNGARC CNGTNGGNGARYTNCARGCNMGNGG NA7HYTNY7NGAYGGNWSNWSNGAR 900 
WKLPNHGEP VGELQA RG ILLDGSSE 

WSNGCN6AYAARMGNY7WTWYTOC ARATHTTYWSNGARACNYTNATGGG NCCMGTNTtYTTYGARTTYATHCAR 975 
iGDKRLLLQ IFSETL M G PVF FE F I Q 

HGNAARGGNGAYGAYGGNTTYGGNG ARGGNAAYTTYAARGCMYTNTTYGA RWSKATHGARMGNGAYCARG7TMGN 1050 
KK600GFGEGNFXAL FE SIERDQVR 
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Consensus .ADLYENPMG LMGFEFIE.A SPTP.TIEPI FEIMGFTKVA THRSK.VHLY 59 

p. fluorescens M F G N. . . . 59 

Pseudomonas sp. * L N 0.... 49 

Consensus RQG.ZNLZLN NEP.S.ASYF AAEHGPSVCG MAFRVKOSQK AY.RAIELGA 199 

P. fluorescens ...E N.Z ..N 199 

Pseudomonas sp. ...A H.V.... K.. 99 

Consensus QPIHZ.TCPM ELNLPAZK6I GGAPIYLZDR F6EGSSZYOI DFV.LEGV.R 159 

P. fluorescens 0 Y....E. 159 

Pseudomonas sp. E F....D. 149 

Consensus .PVGAGUC.Z DHLTHNYYRG RH.YNANFYE KLFNFRE.RY FDZKGEYTCL 299 

P. fluorescens N .V V A 299 

Pseudomonas sp. H Z A Z 199 

Consensus TSKAM.APDG MIRIPLNEES SKGAGQIEEF LMQFNGEGZQ HVAFL.DOL. 259 

P. fluorescens S T...V 259 

Pseudomonas sp. T. S...I 249 

Consensus ICTWD.LK.ZG MRFMTAPPDT YYEMLEGRLP .HGEPV..LQ ARGZLLDGSS 399 

P. fluorescens A..K D.....0Q 399 

Pseudomonas sp. ....H..S.. .. N GE 299 

Consensus ..GDKRLLLQ IFSETLMGPV FFEFZQRKGD DGFGEGNFKA LFESIERDQV 359 

P. fluorescens VE ^50 

Pseudomonas sp. ES 349 

Consensus RRGVL..D 358 

P. fluorescens TA. 

Pseudomonas sp. ST. 357 
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